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　多包虫症の血清学的診断には主にEHSA法及びウェス
タンプロット（WB）法が用いられている1）．このうちWB
法は，多包虫の幼虫から抽出した成分をSDS－PAGE法に
よって分離し，PVDF膜上に転写した抗原と感染者の血清
中に含まれる抗体との反応産物を検出する．本検査法は，
各々の抗原成分に反応する抗体を解析できる利点があり，
感度及び特異性に優れていることから，近年，多包虫症の
確定診断に広く用いられてきている．一方で本検査法は，
多包虫幼虫から粗抽出した細胞破砕成分に含まれる特定の
タンパク質を検出する検査法の原理に由来する，いくつか
の技術的困難を伴う．典型的な多包虫症患者の血清試料は，
18kDa（EmH／3抗原の断片）の分子サイズ位置に明確なバ
ンドが観察される2－4）．しかしながら，SDS－PAGE法の分
離特性上，細胞破砕液のような多種類のタンパク質混合物
を負荷した場合，すべてのタンパク質成分を完全に分離さ
せることは不可能である．そのため，本来18kDaに確認さ
れるバンド付近に非特異的バンドが検出されてしまうと判
定に支障を来す．また近年，18kDaバンドとの反応性が著
しく乏しい多包虫症患者血清の存在も確認されており5），
このタンパク質バンド以外の判定基準も求められている．
　二次元電気泳動法は，等電点電気泳動及びポリアクリル
アミドゲル電気泳動の二つを組み合わせた手法であり，現
在用いられているタンパク質分離法のうち最も高度な分離
能を示すとされている．かつては，操作が煩雑でしかも時
間のかかる手法であったが，近年，固定化pH勾配ゲルな
どの普及により操作性が向上し，簡便で短時闇に行える手
法となってきている．
　今回，二次元電気泳動法を用いた多包虫粗抗原タンパク
才智の分離及びその後のWB法に関わる手法の検討を行い，
さらに，患者血清と反応する特異抗原タンパク質の分離位
置を同定した結果，現行の検査法の欠点を補う知見が得ら
れたので報告する．
方 法
1．材　料
　多包虫シスト（幼虫）から抽出した粗抗原は，Furuya
ら6）の方法に従って調製した．すなわち，コトンラットを
用いて増殖させた多包虫シストから原頭節を分離し，
0．2～1．0％Triton　X－100を含むリン酸緩衝生理食塩水
（PBS）を用いて細胞破砕液を調製し，凍結乾燥して保存
した．今回実験に用いた多包虫症患者血清は当所の確定診
断にて陽性と判定された1血清試料である．18kDa抗原及び
antigen　Bに対する特異抗体は先に報告した方法に従って
作製しだ）．すなわち組換え18kDa抗原及びantigen　Bを
それぞれフロイントのアジュバントと共にbalb／cマウス
に3回免疫し，得られた抗血清から特異抗体を得た．
2．二次元電気泳動
　二次元電気泳動は，ZOOM　IPGシステム（インビトロ
ジェン社製）を用いて，添付の取扱説明書に従って行った．
　試料の前処理：バイアル中に凍結乾燥された粗抗原に1
mしのPBSを加え，抗原成分を完全に溶解した．この粗抗
原液に対し，4倍量の冷アセトンを加え一20℃で2時間静
置した．生じたタンパク質沈殿を遠心分離（14，000rpm，
15分）によって回収した．上清を除いた後，沈殿を冷80％
アセトンを用いて3回洗浄し，その沈殿を3分ほど風乾し
た．
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　等電点電気泳動（一次元目）：前処理した粗抗原を7M
尿素，2Mチオ尿素，4％CHAPS，0．002％プロモフェ
ノールブルー，20mMジチオスレイトール及び1％キャリ
アアンフォライト（pH　3～10）を含む溶液に溶解しタン
パク質濃度を1．3mg／mしに調i下した．　ZOOM　IPGシステ
ムに付属されている膨潤用カセットに溶解した試料を添加
し（155μL／1ウェル），プレキャストゲルストリップ
（pH　3～10，インビトロジェン社製）を挿入した．1時間
以上ゲルを膨潤させた後，200V20分間，450V15分聞，750
V15分間，2000V30分間段階的に電圧を上げながら通電し，
等電点電気泳動を行った。
　SDS－PAGE（二次元目）：一次分離終了後，ゲルストリッ
プを5mMジチオスレイトールを含むLDS　sample
buffer（インビトロジェン社製）に15分間浸漬しタンパク
質をSDS化させ，　NuPAGE　4－12％ビスートリスゲル（イ
ンビトロジェン社製）を用いて泳動を行った．バッファー
系はMESISDSを使用し，通電条件は200Vの定電圧で約
50分間行った．
3．ウェスタンプロッティング
　前処理した粗抗原を二次元電気泳動に供し，分離したタ
ンパク質をゲルからPVDF膜（GE官製）に転写した．そ
の膜を10％スキムミルクを含むPBS－Tween中で1時間室
温でブロッキングした後，400倍に希釈した患者血清と室
温で1時間反応させた．さらにPVDF膜をPBS－Tween
で10分間洗浄し，この操作を3回繰り返した．10％スキム
ミルクを含むPBS－Tween中で2，500倍に希釈したアルカ
リフォスファターゼ標識ヤギ抗ヒトIgG抗体（Sigエna社製）
を1時間室温で反応させた．反応終了後，PBS－Tweenで
15分間，3回の洗浄を行ってから，基質のBCIPINBT
（第一化学薬品（株）製）を加え，約5分間発色させた．特
異抗原（18kDa抗原及びantigen　B）の検出は，一次反
応に1，000倍に希釈した特異抗体，二次反応に3，000倍に希
釈したアルカリフォスファターゼ標識ウサギ抗マウスIgG
抗体（Sigma温品）を用いて同様に行った．
結果及び考察
1．粗抗原の二次元電気泳動
　今回，一次元目にはpH　3～10の広域用ゲルストリップ，
二次元目には4－12％グラジエントビスートリスゲルを用い
て泳動を行った．Fig．1に示すように，粗抗原中に含まれ
ている各々のタンパク質は完全に分離された良好なスポッ
トを形成した．二次元電気泳動の分離結果には，試料中の
塩濃度及びタンパク質の溶解性が大きな影響を及ぼす．今
回用いた粗抗原は，アセトン沈殿による前処理を行うこと
で効果的に脱塩され，7M尿素，2Mチオ尿素及び4％
CHAPSを含む溶解液にほぼ完全に溶解させることが可能
であった．
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Fig．2　1mmunodetection　of　18kDa　Antigen　and　Antigen　B　Separated　by　2D－PAGE
Crude　extract　was　applied　to　2D－PAGE　and　blotted　onto　PVDF　membrane．　Westem
blot　analysis　was　perfo㎜ed　using　anti－18kDa　antibody（left　panel）and　anti－an廿gen　B
　（dght　panel），　respectively．　Dotted　circles　indicate　spots　detected　in　this　assay．
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2．二次元分離された主要な特異抗原の同定
　18kDa抗原及びantigell　Bはエキノコックス症の血清
診断における，有用な特異抗原として知られている．Fig．
2は，それぞれの特異抗原に対する抗体を用いてWBを行っ
た結果を示した．18kDa抗原は，等電点pH　5付近に約18
kDaのスポットとして検出された．これは，　Sakoら3）の
報告したEm18のアミノ酸配列から推定した等電点5．81及
び分子量18219．33Daと近似していた．また，18kDa抗原
はSDS－PAGE上において一本のバンドとして検出されて
いたが，今回，2つのスポットとしてほとんど同様の分子
サイズ位置に検出された．18kDa抗原はその本体である
EmII／3（分子量約60kDa）抗原から寄生虫由来のプロテアー
ゼにより切断された，C末端側のペプチド断片であること
が報告されている3）．これらの2つのスポットは，恐らく
EmII／3の切断点に数残基の違いがある消化産物であると予
想される．
　同様にantigen　B抗原は，等電点pH8．6付近に8kDa
スポットとして検出された（Fig．2）．これはantigen
B（AY191243）のアミノ酸配列から推定した等電点9．25及び
分子量9．8kDaに近似していた．
3．多包虫症患者血清との反応
　多包虫症患者血清と分離位置を同定した特異抗原との反
応を調べた．Fig．3に示すように，使用した4件すべての
患者血清は18kDa抗原として同定された2つのスポット
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Fig．3　Western　Blot　Analysis　of　AE　Patient　Sera　Using　Crude　Extract　Separated　on
　　　　2D－PAGE
Analysis　was　performed　with　AE（1－4）and　nomlal　sera．　C虻cles　i皿dicate　spots　detected　at
the　positions　identical　to　those　of　18　kDa　antigen　and　antigen　B　as　de皿onstrated　in　Fig．2．
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に反応した．このように，二次元電気泳動を用いると，
pH　5付近に完全に分離した18　kDa抗原を検出することが
可能であることが明らかになった．また，18kDa抗原と
近似した分子サイズ位置周辺に，患者血清に反応を示すス
ポットも観察されたことから（血清No．2），現行の一次
元分離による検査法においては，18kDa抗原以外の爽雑
タンパク質を18kDaの分子サイズ位置に検出する可能性
があることが明らかになった．このことは，多包虫症の確
定診断精度を向上させる上で，重要な知見であると考えら
れる．
　antigen　B抗原として同定されたスポットに反応を示す
血清は，今回試験に供した血清試料4件中1件のみであっ
た．alltigen　Bは，これまで単包虫症患者に対する特異性
及び感度の優れた診断抗原として長い間研究されてきた禰．
一方，最近の多包虫症患者血清とantigen　B抗原との反応
性に関する報告においては，その高い特異性は確認されて
いるものの㈲検出感度は40％程度とされている．従って多
包虫症の血清診断において，antigen　B抗原の検出を主要
な指標として用いることは多少困難であろう．しかしなが
ら，近年，18kDa抗原に対する反応性が著しく乏しい患
者血清の存在が確認されており，今回示したantigen　B抗
原のスポットに加え今後C抗原10＞や既存の特異抗原を同定
することができれば，このような．ケースも判定が可能にな
ると考えられる．
　多包虫症の血清診断は既に，現行のEHSA法及びWB
法を組み合わせたスクリーニング手法によって，高度な正
確性が確立されている．しかしながら，その診断結果の判
定に関しては，試験実施者に相当な訓練が要求される．今
回，二次元電気泳動を用いた多包虫症の血清診断を試み，
一次元分離では観察することのできなかった特異抗原とそ
の他のタンパク質との分離位置が明らかになった．このこ
とは今後，試験実施者が判定の難しい診断結果を解釈する
上で重要な知見となろう．今後さらに，WBにおける反応
スポットと病態との関連性などを明らかにしていくことが
できれば確定診断における正確性の維持・向上につながる
と考えられる．
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